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Abstract 


Carrier culture of HeLa cells persistently infected with ECHO virus type 11, 
Gregory strain, produced large plaque (Lp) and small plaque (Sp) variant viruses at 
the initial period of carrier state. After several passages of subculture, however, 
Lp virus was eliminated from carrier state and only Sp virus was released in the 
culture fluid. Such phenomenon was also investigated in case of Sp virus carrier 
culture challenged with Lp virus. On the other hand, Lp virus carrier culture 


challenged with Sp virus produced only Sp virus. In order to maintain an equilibrium 
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of such carrier culture, antibody need not be supplied in culture medium. 
Generation time of Sp virus carrier HeLa cells was given 38.6 hours as same as 
that of normal HeLa cells. The proportion of infected cells in Sp virus carrier 
culture was 88.892 at the llth passage and it reduced to 51.927 at the 25th passage. 
The subcultures of HeLa cells persistently infected with Sp virus became not pro- 
duced the virus after the 102nd passage (HeLa sp 102). The adsorption of Lp or Sp 
virus onto that cells was allowed at the rate of 35% or 85% respectively, and the 
cells escaped from cytopathic effect caused by virus infection. Culture fluid of 
HeLa sp 102 cells was adjusted pH to 2.0 by adding N-HC1 solution, then, kept at 
4C for 4 days. After readjusting pH to 7.4, the fluid was centrifuged at 100,000 g 
for 2 hours and the supernatant was used for the test of interferon-like activity. 
The yield of Sp virus particularly Lp virus in normal HeLa cells treated with the 
supernatant was markedly reduced. On the other hand, these events were not 
investigated by heating the supernatant at 60C for 1 hour. No effect of the super- 
natant prepared from normal HeLa cells on the yield of Lp or Sp viruses was 
observed. Consequently, it would be said that the substance prepared from culture 
fluid of HeLa sp 102 cells indicated the interferon-like activity and Lp virus was 


more sensitive to it than Sp virus. 


は C 


人 また は 動物 問 に お ける ウイ ルス 病 の 流行 で は 原因 
ウイ ルス の 行方 を 把握 する こと は さほど 困難 な こと で 
は な い . し か し , 最も 重要 な の は 流行 期 以外 に ウイ ル 
ス が どの よう に し て 自然 界 で 存続 し て いる か で あっ て , 
この こと は 特定 の ウイ ルス 以外 に は ほとん ど 判 っ て い 
な い . 人 か ら 人 へ 或いは 動物 相互 間 で 小 規模 の 感染 が 
繰 返 を えさ れ て いる で あろ ら こ と が 推定 され る が , 長期 
又 び 短期 の 持続 感染 に よる ウイ ルス の 存続 は 次 の 流行 
の 足場 と な る . 腸管 素 ウ イル ス の 疫学 も 例外 で は な く , 
感染 の 繰 返 え し や 持続 感染 に よる 種 の 保持 が 考え られ , 
環境 と 宿主 の 好適 条件 か と と の えば 流行 例 まで 発展 す 
る こと も 推察 きれ る わけ で ある . この よう な 考え か 
b, 特に 持続 感染 に 焦点 を お いて 無菌 性 髄 膜 炎 や 発疹 
症 の 原因 ウイ ルス と し て あげ られ る ECHO ウイ ルス 
11 型 と HeLa 細胞 の 系 に お ける 持続 感染 に つい て 解 
析 を 試み た . 腸管 系 ウイ ルス の 持続 感染 に 関し て は 


め に 


Ackermann and Kurtz (1935) は Polio ウイ ルス 
と HeLa 細胞 の 系 で 抗体 存在 下 で の 持続 感染 の 成立 
に つい て 述べ , Crowell and Syverton (1961) 及び 
Crowell, R.L.(1963) は Coxsackie ウイ ルス B3 
及び B5 と HeLa 細胞 の 系 で , 大 量 の ウイ ルス の 
接種 に よ ょ る 変性 細胞 が 増殖 培地 で 回 復 し , 持続 感染 と 
な る が , 雌 地 内 血清 濃度 を 低め る と 細胞 変性 が 起 る と 
いう 培養 条件 た に つい て 触れ て いる . Ho and Enders 
(1959) は Polio ウイ ルス と 人 腎 及び 羊 膜 細胞 の 系 で 
は interferon. 様 物質 が 持続 感染 の 成立 の 一 要因 で あ 
ろう と 示唆 し て いる . 腸管 系 ウイ ルス の 持続 感染 た に つ 
いて は 多く の 研究 が ある が , 上 記 の よう に その 成立 は 
一 様 で な く か つ そ の 機 作 も まだ 明らか で な い . 

著者 は ECHO ウイ スル 11 型 と HeLa 細胞 の 系 の 
持続 感染 に つい て 実験 し 若干 の 知見 を 得 た の で 報告 す 
る . 


実験 材料 及び 実験 方 法 


ウイ ルス : ECHO ウイ ルス 11 型 Gregory 株 , 
ECHO ウイ ルス 6285 D'Amoi 株 , Coxsackie ウイ 


ルス B 1 型 及び Respiratory syncitial( Rs) ウ イル ス 
は 国立 予防 衛生 研究 所 腸 内 ウイ ルス 部 か ら 分 与 を うけ , 
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前 3 者 は HeLa 細胞 で 後 1 者 は Hep 2 細胞 で 継 代 し 
た . また Polio ウ イル ス 1 型 Mahoney 株 は 久留 米 大 
学 医学 部 微生物 学 教室 か ら 分 与 を うけ HeLa 細胞 で 継 
代 し た . ECHO ウイ ルス 1H8 Gregory 株 に 混在 し 
て いた Large plaque(Lp) 及び Small plaque (Sp) 
変異 ウイ ルス は plaque 純化 し 単 一 性 状 の plaque の 
み 出 現す る こと を 確認 し た 純化 株 で あっ て , その 詳細 
は 前 報 に 記載 し た . 


細 胞 : 教室 で 継 代 保存 され た HeLa 細胞 の 増 
殖 境地 は 10 多 和牛 血清 加 Hanks W, 維持 培地 は 2% 
仔 和牛 血清 加 Hanks 液 が 使用 され , 仔牛 血清 は ECHO 
ウゥ イル ス 11 型 に 対す る 抗体 の な い の を 確 め て 用 いた . 


Generation time: 正常 HeLa 細胞 及び 持続 感染 
HeLa 細 胞 の 2 日 培養 の 単 層 培養 細胞 を 0.2% Trypsin 
液 で 消化 し ガラ ス 璧 か ら 細胞 を 剣 離し , 遠心 洗 浴 し た 
fe, 増殖 塔 地 に 再 浮 済 し た . 細胞 数 を 1 x105/ml に 
調節 し た 後 1 ml ずつ 試験 管 に 分 注 し , 静 置 し て 培養 
Lic. 4 本 ずつ の 試験 管 を 12 時 間 毎 に 取出 し , 各 管 1 
ml の 0.2% Trypsin YA Cz E BED SIREL, 
ARREZ DU. 直ちに 血球 計算 磐 で 細胞 総数 を 
算 え た . また , 細胞 浮 湾 液 に 0.5 Trypan blue 液 
を 等 量 加え 生 細 胞 を 分 別して 算定 し た . 


Infectious center assay : 持続 感染 細胞 の 単 層 培 
養 を Trypsin 消化 し て 遠心 洗 汐 し , 放出 ウイ ルス を 
中 和 す る た め 20 倍 稀釈 の 抗 血 清 を 含む Hanks 液 に 
BAHL, 37C 30 分 保っ た . これ を 再び 遠心 洗 汐 し 
た 後 血 球 計算 盤 で 細胞 数 を 数 え , 維持 液 を 使用 し て 倍 
認 稀 釈 し た . ARRO 0.2 ml € BUS EORR 
HeLa 細胞 上 に 接種 し , 37C 1 時間 静 置 し た 後 , 前 報 
こ 記 載 し た plaque 法 に 従っ て , 一 次 寒天 培地 を 重層 
L, 更に 6 日 後に 二 次 寒天 塔 地 を 重層 し て , 20 て 一 夜 
静 置 し た 後生 じ た plaque 数 を 算 え た . APER Eau 
の 細胞 稀釈 液 0.2 ml を plaque 用 菩 養 瓶 の 増殖 培地 
5 ml に 接種 し , 生じ た 細胞 集落 を 観察 し 算定 し た . 


Superinfection : 試験 管 培 養 の 持続 感染 細胞 を 
Puck CML, 維持 液 に 替え , これ に , それ ぞ れ 
Polio ウイ ルス 1 型 , Coxsackie ウイ ルス B1 型 , 
ECHO ウイ ルス 6 型 及び RS ウイ ルス の 100 TCID 
50/0.2 ml を 接種 し , 37C に 静 置 培養 し た 後 , ZH 
細胞 変性 の 有無 を 観察 し た . 


Interferon 様 物 質 の 調製 法 : HeLa 細胞 の Sp 
ッ イ ルス 持続 感染 系 で 102 代 継 代 培養 を 重ね た も の で 


は , も は や 放出 ウイ ルス を 検出 する こと が 出来 な か っ 
た . し か し , 本 細胞 系 は Lp ウイ ルス 及び Sp ウイ 
ルス の 感染 を うけ な いこ と が 確か め ら れ て いる . 本 細 
胞 を 200m の 培養 病 に 単 層 塔 養 し , 増殖 培地 を 除い 
C, 細胞 を Puck HTX l ML, 維持 液 10m1 
を 加え て 培養 を 継続 し た . 3 日 間 境 養 後 , 維持 液 を 
集め , 1 規定 塩酸 液 で pH 2.0 と し 4 C に 4 日 間 
放置 し た . これ に 7?7 多 重曹 液 で pH 7.4 と し た 後 , 

富永 冷却 遠心 機 90 UV, No.30 ロー ター を 使用 し , 

100,0009 2 時 間 遠 心 し . その 上 清 を Interferon 様 
物質 と し た . 使用 に 際 し て は milipore-filter HA 
0.45 # Grid 25 mm, で 濾過 滅菌 し た . 実験 は 次 の 
よう ら に し て 行っ た . 試験 管 培養 の HeLa MAHE 
養 を Puck 液 で よく 洗 浴 し た 後 , Interferon 様 物質 
を 維持 液 で 倍数 稀釈 し た も の 1 ml を 加 ぇ 37C 24 
時 間 静 置 培養 し た , 次 いで 維持 液 を 除き , Puck 液 で 
再び 洗 消し , Lp ウイ ルス 及び Sp ウイ ルス の 100 
'TCIDso/ml X 接種 し 所 定時 間 培養 後に Interferon 
様 物質 の 各 稀 釈 液 で 処理 し た 3 3D ODE SUAVE 
取出 し た . 細胞 を rubber policeman で 刻 離 し た 後 
維持 液 と 共に 凍結 融解 後 , その 低速 遠心 上 清 に つい て 
plaque 法 で ウイ ルス 量 を 算定 し た . この 際 , 正常 細 
胞 の 培養 液 に つい て も 上 記 の Interferon 様 物 質 の 作 
成 と 同様 の 方 法 で 試料 を 得 て 細胞 を 処理 し 対照 と し 
た . 


Interference assay : 正常 HeLa 細胞 の 単 層 培 養 
に それ ぞ れ Lp 及び Sp ウイ ルス を 接種 し , 細胞 変 
性 が 充分 に 発現 し た と き ガ ラス 胡 か ら 細 胞 を 剣 離し 遠 
心して , 上 清 を 除き , 沈 湾 の 細胞 を MgSO4・7HzO 
及び CaCl を 除い た 活 酸 緩衝 食塩 水 (PBS) (CHER 
させ た . これ を 凍結 融解 し て 低速 遠心 し た 上 浦 を ウイ 
ルス 液 と し た が , その 感染 価 は それ ぞ れ Lp 2 x105 
PFU/0.2 ml 及び Sp 1 x106 PFU/0.2 ml で あっ 
た . この ウイ ルス 液 を 50C 30 分 間 加 熱し , 一 部 を 
plaque 法 に 供 試し 活性 ウイ ルス の な いこ と を 確 め て , 
熱 不 活化 ウイ ルス 液 と し て 使用 し た . 試験 管 培養 の 単 
層 の 未 感 染 HeLa 細胞 の 培養 液 を 除い て , Puck NH 
で 洗 浴 し た 後 , 上 記 の 熱 不 活化 し た Lp ウイ ルス を 
0.2 ml Sp ウイ ルス を 0.2 ml それ ぞ れ 接種 し 37C60 
分 及び 一 夜 静 置 し て 吸着 を 待っ た . これ に 維持 液 ml 
を 追加 し た 後 , 変 叉 的 に 活性 ウイ ルス 100TCDso/ml 
を 接種 し その ウイ ルス の 産生 を 試験 管 法 で 測定 し た . 
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実 験 


持続 感染 細胞 系 の 成立 : 

(D Cregory 株 ( 原 ウ イル ス ) の 場合 : Lp 7 
イル ス と Sp ウイ ルス が 1 : 52 の 割合 で 混在 し て い 
る 原 ウ イル ス 液 を その まま 使用 し , Moisl の 割合 で 
HeLa 細 胞 に 感染 させ , 200 ml の 細胞 培養 病 内 で 37 で 
に 静 置 培養 し た . この 際 , 感染 細胞 の ほとん ど は 細胞 
変性 を 示し た が ガラ ス 壁 に 附 着 し て 生 残 し た 少数 の 細 
胞 は その まま 増殖 を 続け , 正常 細胞 と ほとん ど 同 一 形 
態 を 示し て いた . 4 日 な いし 7 日 ご と に 増殖 培養 液 を 
ERE. その た び ど ご と に 散 養 液 中 の ウイ ルス 量 を plaque 
法 で 測定 し た . 生 残 し た 細胞 が 集落 を 形成 し た 時 の 培 
養 上 清 に 含ま れる ウイ ルス の plaque 性 状 は すべ て 
Sp ウイ ルス の それ に 一 致す る も の で あっ た . 本 持続 
感染 系 は 24 ヶ 月 で 90 代 継 代 さ れ , 放出 ウイ ルス 1.7 
x104 TCIDso/ml で あっ た . 


(②) Lp ウイ ルス 及び Sp ウイ ルス の 場合 : 前 報 
に 記載 し た よう に , Lp ウイ ルス 及び Sp ウイ ルス は 
plaque 純化 され た も の で ある . Moi 呈 1 の 割合 で そ 
れ ぞ れ Lp ウイ ルス 及び Sp ウイ ルス を HeLa 細胞 
と 感染 させ , 生 残 し た 細胞 に 由来 する 集落 か ら 持 続 感 
染 細 胞 を 得 た . た だ し , Sp ウイ ルス の 場合 , gi 
胞 の 多く は 変性 に お ちい り , 生 残 細胞 数 が 著しく 少く , 
集落 形成 か ら 単 層 培 養 細胞 を 得る まで 約 9 週 を 要 し た 
D Lp ウイ ルス の 場合 , 変性 細胞 は Sp ウイ ルス の 
場合 に 比べ て 少く , 生 残 細胞 に よる 集落 形成 及び 単 層 
培養 を 得る まで の 期間 は 約 ATS of. 

Sp ウイ ルス 持続 感染 細胞 を 継 代 し , 48 時 間 後 の 放 
出 ウ イル ス は 3x104 PFU/ml, Lp ウイ ルス の それ 
は 1.0x103 PFU/ml で あっ た . 

Sp ウイ ルス 持続 感染 細胞 の 102 代 (HeLa Sp 102) 
及び それ 以後 の 継 代 で は 放出 ウイ ルス 及び 細胞 ウイ ル 
Abb, た また ま 証 明 出 来 な く な っ て いた . この He 
La Sp 102 の 細胞 系 は Sp ウイ ルス 及び Lp ウイ ル 
ス の 重 感染 で も 細胞 変性 を 認め ず , か つ Infectious 
ceuter assay 及び 細胞 の 凍結 融解 液 を 用 い plaque 
法 を 試み て も , いずれ も 感染 性 ウイ ルス を 検出 する こ 
と は 出来 な か っ た , 


持続 感染 細胞 の Generation time: Sp ウイ ルス 持 
続 感 染 細胞 と 正常 細胞 の Generation time は 全く 差 
が な く , 両者 と も 38.6 時 間 で あっ た . (Fig. 1). 


Infectious center assay: Sp ウイ ルス 持続 感染 
の 11 代 及び 25 代 継 代 の も の に つい て Infectious 
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Fig. 1. The generation time of both normal 
and carrier cells was given 38.6 
hours. 


Generation time of HeLa Cells 
Q—QO normal cells 
e--- Q carrier state cells (Sp variant) 


center assay を 試み , 活性 ウイ ルス の 保有 し て いる 
細胞 の 割合 は 前 者 で 88.8%, 後者 で は 51.922 C25 
こと と が 判っ た . この 所 見 は , 持続 感染 細胞 の 継 代 菩 養 
が 重なる に つれ て 活性 ウイ ルス を 有する 細胞 数 が 減じ 
て ゆく こと を 物語 っ て いる . 事実 , 102 代 継 代 細胞 は , 
る は や 放出 ウイ ルス も 細胞 の 凍結 席 解 液 や Infectious 
center assay で も plaque は 全く 証明 され な か っ た . 
この よう な 細胞 に Sp ウイ ルス 及び Lp ウイ ルス の 再 
感染 を 試み た が , 光 顕 的 に 細胞 に も 何等 の 変化 も 認め 
られ ず , か つ 境 養 液 中 に も , また , MADORI 
中 に も plaque 法 に よっ て 活性 ウイ ルス の 検出 を 確認 
する と と は 出来 な か っ た . (Table 1) 
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Table 1. Infectious center assay of Sp 
virus carrier cells 
t of 

cells number of plaques percen 

passage inoculated! (carrier cells) carrier 
| cells 

11th 630 560 88.8 

25th 980 513 51.9 


Superinfection : Lp ウ イル ス 持 続 感染 細胞 は 33 代 
継 代 の も の , Sp ウイ ルス の それ は 60 代 継 代 の も の を 
用 いた . 重 感染 を 行っ た ウイ ルス 及び 重 感染 後 の Lp 
及び Sp ウイ ルス の 生産 量 を 測定 し て いな いと いら 不 
備 が ある が , 一 応 細 胞 変性 を 指標 と し て ウイ ルス 増殖 
を 推定 する と Table 2 に 示さ れる 通り で ある . 本 表 
で 特に 注目 され る 事実 は Polio ウイ ルス や , ECHO 
ウイ ルス と 同一 範 暗 に 入る Cxosackie ウイ ルス B1 
型 が 持続 感染 細胞 で 増殖 する こと で あっ た . (Table 
2). 


持続 感染 細胞 の 交叉 重 感染 : Lp ウイ ルス 及び Sp 
ウイ ルス 持続 感染 細胞 の 単 層 培養 を Puck 液 で 充分 に 
URL, Lp ウイ ルス 及び Sp ウイ ルス を 変 叉 し て 感 
染 さ せ 維 持 液 を 加 を て 培養 した. 細胞 の 継 代 ご と に , 
その 一 部 を 章 結 融解 し 低速 遠心 上 清 を ウゥ イル ス 液 と し 
plaque 法 で 生産 ウイ ルス の 性状 を 検査 する と 共に ウゥ 
イル ス 量 を も 調べ た . 


Table 3. 
variant viruses, 


Table 2. Superinfection of carrier cells 

Appearance of CPE in 

: carrier cells of 
Virus 

Lp virus Sp virus 
Polio 1 No No 
Cox. Bl Yes Yes 
RS Yes Yes 
ECHO 6 No No 
ECHO 11 No No 


(D Lp ウイ ルス 持続 感染 細胞 に お ける Sp ウイ 
ルス の 感染 : この 場合 , 光 顕 的 に 細胞 変性 その 他 
の 外見 上 の 変化 を 認め な か っ た が か が 次代 の 継 代 で は 細胞 
の 凍結 融解 液 こ つい て plaque 法 を 行い , Sp ウイ ル 
ス の みみ 検出 され , Lp ウイ ルス は 全く 認め られ な か 


っ た . 


(2) Sp ウイ ルス 持続 感染 細胞 に お ける Lp ウイ 
ルス の 感染 : 光 顕 的 に は 細胞 に 何等 の 変化 を 認め な 


か っ た こと は 上 記 の 場合 と 同様 で あっ た が , SE 
細胞 を 継 代 する 際 , 培養 液 及 び 載 養 細胞 の 一 部 凍結 柄 
解 液 に つい て 行っ た plaque 法 で は Sp v4 AC 
っ て Lp ウイ ルス が 検出 され た . し か し 継 代 3 代目 で 
は Lp ウイ ルス に よる 大 plaque は 著しく その 数 が 減 
少し , 継 代 5 代目 で は 放出 ウイ ルス 及び 細胞 内 ウイ ル 
ス と も Lp ウイ ルス は 検出 され ず , Sp ウイ ルス の み 


Effect of interferon-like substance on the yield of Lp and Sp 


l 


Treatment with IF | yield of Lp virus | 1 ; yield of Sp virus ] f 
diluted at (PFU/ml.) | 26 of virus yield (PFU/ml.) 25 of virus yield 
1: 2 1.0 x 10? 1.0 5.5 x 104 29.5 
1: 5 7.0 x 102 7.0 7.5 x 104 41.6 
1 : 10 7.0 x I0? 7.0 8.5 x 104 46.2 
1: 20 2.0 x 103 20.0 1.85x 105 100 
not treated 1.0 x 104 — 1.8 x 105 — 
Treatment with | yield of Lp virus ; f yield of Sp virus : : 
nonslE-dilüted at (PFU/ml.) 25 of virus yield (PFU/ml.) | 25 of virus yield 
1 2 5.5 x 102 | 55 0 1.1 x 105 60.1 
1: 5 7.4 x 102 | 74.0 1.35x 105 | 75.0 
1 10 9.5 x 102 95.0 1.8 x 105 100 
1: 20 2.3 x 105 100 
not treated 1.0 x 108 — 1.8 x 105 — 
IF ee interferon-like substance. 
non-IF +- Substance prepared from normal HeLa cell culture. 
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認め られ だ た . 


HeLa Sp 102 紅 胞 に お ける Lp ウイ ルス 及び Sp 
ウイ ルス の 再 感染 : 試験 管 培養 の monolayer に Lp 
ウイ ルス 及び Sp ウイ ルス を 再 接 種 し , 吸着 の 有無 を 
検出 する と 共に CPE の 発現 の 有無 を 観察 し た . LP 
ウイ ルス 及び Sp ウイ ルス の HeLa Sp 102 細胞 へ 
の 吸着 は 1 時 間 目 の み の 成 績 で ある が Lp ウイ ルス 35 
% Sp ウイ ルス 85 多 を 示し , 正常 細胞 の 場合 と ほ と 
ん ど 差 が な いも の と 推定 され た . 一 方 , 7 日 間 観 察 を 
行っ た が その 間 CPE の 発現 も 認め な か っ た , 


持続 感染 細胞 の 培養 液 に み ら れ る Interferon 様 の 
活性 と Lp ウイ ルス 及び Sp ウイ ルス の 感受 性 : 
持続 感染 細胞 の 培 養 液 か ら 調 製 し た 試料 で 前 処理 し た 

合 , Table 3 の 上 段 に 示 れ る さる よう に , Lp ウイ 
ルス の 産生 は 著しく 抑制 され 20 倍 稀釈 で も な お 正常 
細胞 の 場合 の 20 し か 産生 きれ な か っ た . これ に 反 
LC, Sp ウイ ルス の 産生 は 2, 5 及び 10 倍 稀釈 液 
処理 で や や 抑制 され た が Lp ウイ ルス の 産生 と 比較 
する と 6 な いし 7 倍 の 収量 で あっ て 特に 20 倍 稀釈 液 の 
前 処置 で は 全く 影響 を 認め な か っ た . 因みに , 正常 細 
胞 の 培養 液 か ら 作 成 し た 試料 で は 両 ウ イル ス と ゃ 同様 
な 傾向 を 示し , 2 倍 及 び 5 倍 稀釈 液 の 前 処理 の 場合 や 
や 抑制 され た が , 10 倍 稀釈 で は 全く 影響 が な か っ た . 


Table 4. Effect of heat on the action of Inter- 
feron-like substance refering to the 
yield of Lp virus. 


Treatment with, yield of Lp percent of 
IF diluted at |virus(PFU/ml.)| virus yield 
1 2 4.0 x 104 5.4 
Im 5 1.2 x 105 16.0 
1 10 2.3 x 105 32.0 
1 : 20 2.7 x 105 37.0 
heated*(at 1:5) 1.30x 108 7100 

not treated 7.25x 105 


* IF was heated at 60'C for 1 hour and HeLa 
cell monólayers was pretreated with heated 
IF at a dilution of 1:5. 


考 


Ackermann et al (1955) は Polio ウイ ルス 1,2, 
3 型 と HeLa 細胞 の R 系 と の 組合 せ で の 持続 感染 系 
の 成立 に は 抗 Polio ウイ ルス 血清 の 存在 を 必要 と し 抗 
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上 記 の 成績 か ら 持 続 感染 細胞 の 人 培養 液 に は Lp 及び 
Sp ウイ ルス の 産生 を 抑制 する 因子 が 含ま れ て いる こ 
と が 明らか で あっ て , 特に Lp ウイ ルス は 感受 性 が 
高い と いえ る . 

本 物質 は 先ず 培養 液 か ら 調 製 さ れ た も の で ある こと , 
その 作成 は pH 2.0 で 4 て 4 す 4 日 間 放 置 さ れ , か つ , 
pH 7.4 に 復 整 後 100.0009 2 時 間 超 遠心 され て い 
る こと 及び 60C 1 時 間 加 熱 に より その 活性 が 和 失わ れ 
る こと か ら (Table 4) Actinomycin に 対す る 反応 
態度 を 検査 し て いな い が , 本 物質 で 処理 され た 細胞 で 
Sp ウイ ルス 特に Lp ウイ ルス の 産生 が 抑制 され る の 
は , 一 応 本 物質 の Interferon 様 の 作用 に よる も の と 
考え て よい . (Table 3, 4) 


熱 不 活性 ウイ ルス に よる Inrerference: 不 活化 ウ 
イル ス を 37C 60 分 及び 1 夜 HeLa 細胞 に 吸着 させ 
た 後 活性 ウイ ルス を 接種 し た 場合 , 成績 は 吸着 時 間 の 
長短 に か か わら ず 同 傾向 で あっ た の で , Table 5 に は 
不 活化 ウイ ルス 吸着 が 37C 60 分 の 場合 を 代表 し て 掲 
げた . 本 表 か ら 不 活性 化 ウ イル ス の 吸着 如何 に か か わ 
DF Lp 及び Sp ウイ ルス の 産生 量 に は 変り が ない 
こと が 明か で あっ た . (Table 5) 


Table 5. Interference assay 
Virus titer 

Incuba- . Infect | (TCID 50/ml) 

tion Adsorpt with with. cell: j 
day associated fluid 
2 Lp inactivated) Sp 7.0 5.0 
Sp 7.0 5.0 

Sp inactivated | Lp |. 5.0 4.0 

i Lp 5.0 4.0 

。 | LPinactivated | Sp 7.0 | 6.0 
Sp 7.0 6.0 

Sp inactivated | Lp 4.0 3.0 

Lp 3.0 3.0 

Me Lp inactivated 0 0 
Sp inactivated 0 0 

E: 


血清 が 除 か れる と 持続 感染 系 は 細胞 変性 を 起す と いら . 
し か し , Ho and Enders (1959) は Polio ウイ ルス 
2 型 と 初代 培養 の 人 腎 細 胞 や 羊 膜 細胞 及び 継 代 塔 養 の 
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HeLa 細胞 の 組合 せ で , Takemoto and Habel(1959) 
は Coxsackie ウイ ルス A9 と HeLa MHORT, 
また Crowell and Syverton (1960) は Coxsackie 
ウイ ルス B3 と HeLa 細胞 の 系 で 持続 感染 の 成立 
に は 必ず し も 抗 血清 を 必要 と し な いこ と を 述べ て い 
る . 

著者 の 場合 , ECHO ウイ ルス 11 型 の 原 株 及び Lp 
ウイ ルス また は Sp ウイ ルス と HeLa 細胞 の 組合 せ 
で は 抗 血清 を 含ま な い 維持 塔 地 で 持続 感染 が 得 ら れ 
た . Sp ウイ ルス 持続 感染 系 の 場合 , 持続 感染 細胞 の 
割合 は 全 細 胞 の 約 90 を 占め て いた が , 継 代 を 重ね 
る に 従っ て 活性 ウイ ルス を 有する 持続 感染 細胞 の 割合 
は 25 代 で 約 52 に 減少 し , 102 代 目 で は , た また ま 活 
性 ウイ ルス を 検出 し 得 な い 状 態 に な っ て いた . この 
102 代 継 代 の 持続 感染 細胞 (HeLa sp 102) に は Lp 
ウイ ルス 及び Sp ウイ ルス と も 正常 細胞 の 場合 と 同じ 
よう に 吸着 は する が 活性 ウイ ルス の 検出 や 細胞 変性 は 
認め られ な か っ た . Crowell and Syverton (1960) 
に よれ ば Coxsackie ウイ ルス B3 と HeLa 細胞 の 
系 で 成立 し た 持続 感染 細胞 に B 5 ウイ ルス は 吸着 す 
る が Bl ウイ ルス は 吸着 し な い . 両 ウ イル ス は 共に 
B3 ウイ ルス 持続 感染 細胞 内 で 増殖 し な い の で ある 
が , B 5 ウイ ルス は 侵入 後に 増殖 の 押 制 が 起 っ て い 
る わけ で , B 1 ウイ ルス に 対す る 細胞 表面 の Recep- 
tor 欠如 と 大 き な 違 い が あ る と 述べ て いる . 

著者 の 場合 , HeLa sp 102 に Lp ウイ ルス 及び Sp 
ウイ ルス と ゃ 奴 着 する こと が 明らか で あっ た の で , v 
イル ス 増 殖 の 抑制 は 侵入 後 の 過 程 で 起 っ て いる も の と 
考え られる. 

Glasgow and Habel (1962) の 記載 に 従っ て , 
HeLa Sp.102 の 培養 維持 液 か ら 作成 し た 物質 に 
は interferon 様 の 作用 を 認め , 特に Lp ウイ ルス は 
感受 性 が 高い こと は 既に 述べ た 通り で ある が , HeLa 
Sp 102 細胞 の この よう な 特異 な 性 状 は 持続 感染 の 機 
序 を 完 明 する た め の 新 た な 試料 と し て 注目 すべ き で あ 
ろう . 

ECHO ウイ ルス 11 型 Gregory 株 ( 原 ウ イル ス 液 ) 
を 使用 し て 得 た 持続 感染 HeLa 細胞 は 持続 感染 の 成 
立 の 当初 は Lp ウイ ルス 及び Sp ウイ ルス が 混在 し 
た が , わずか に 数 代 の 継 代 で Lp ウイ ルス は 消失 し 


ま 


ECHO ウイ ルス 11 型 Gregory 株 と HeLa 細胞 の 
系 で 得 た 持続 感染 細胞 は , Sp ウイ ルス 及び Lp ウイ 


Sp ウイ ルス の み 検 出さ れる よう に な っ た . 同様 の 現 
RIL SD ウイ ルス 持続 感染 細胞 に Lp ウイ ルス を 重 
感染 し た 場合 に も 認め られ た . また Lp ウイ ルス 持続 
感染 が 成立 し た 系 で は 反 衝 し た 実験 で Lp ウイ ルス の 
み を 放出 する こと が 確認 され た が , これ に Sp ウイ ル 
ス を 重 感染 する と Lp ウイ ルス 持続 感染 は 直ちに Sp 
ウイ ルス 持続 感染 へ と 転 抱 し Sp ウイ ルス の み を 放出 
する よう に な っ た . いずれ に し て も , Sp ウイ ルス の 
持続 感染 が 成立 し た 下 で は Lp ウイ ルス は 生産 され な 
く な る こと を 示し て いる . この よう な 現象 は Sp ウイ 
ルス 持続 感染 細胞 内 に 産生 され る interferon 様 物質 
に Lp ウイ ルス の 感受 性 が 高い こと に 一 部 の 要因 が あ 
oT, その た め Sp ウイ ルス 持続 感染 細胞 内 で Lp v 
イル ス の 増殖 が 抑制 され る た め に よる も の と 考え る こ 
と が 出来 る . また , 上 記 の interferon 様 物質 に Sp 
ウイ ルス 自身 も 或 る 程度 感受 体 が ある こと は Sp ウイ 
ルス の 持続 感染 細胞 系 の 成立 に 何等 か の 関連 を 推察 す 
る こと も 可能 で あろ う . 

この よう な 見 解 は Ho and Enders (1959) に よっ 
て も 一 部 提出 され , Polo ウイ ルス 2 型 と 初代 人 腎 細 
胞 及 び 羊 膜 細胞 の 組合 せ で 成立 し た 持続 感染 細胞 に は 
interferon 様 物質 の 存在 を 認め , 本 因子 が これ ら の 
細胞 の 持続 感染 に 重要 な 役割 を 果して いる と 述べ て い 
る . し か し , Polio ウイ ルス 2 型 と HeLa 細胞 の 組 
合せ で は interferon 様 物 質 の 役割 を 立証 出来 な か っ 
た と いう . また , Mifune(1970) に よれ ば , 風疹 ウイ 
ルス の 場合 , interferon を 産生 し 得る BSC 細胞 で も , 
また , interferon を 産生 しない Vero 細胞 で も 持続 
感染 は 成立 し , 風疹 ウイ ルス 持続 感染 系 の 維持 に は 
interferon. は 特に 必要 で は な いで あろ うと いう ちら 。. 
以上 の よう に 持続 感染 の 成立 に は ウイ ルス 及び 細胞 
の 種類 に よっ て それ ぞ れ 異 っ た 機 肥 が 求め られ る で あ 
ろう . 著者 の 場合 Sp ウイ ルス 持続 感染 の 成立 に は 
interferon 様 物質 に その 一 部 の 要因 が ある と 考え ら 
れ た が , 一 方 Sp ウイ ルス 持続 感染 系 か ら 得 た HeLa 
Sp 102 細胞 は ウイ ルス の 放出 を 欠く と 共に Sp ウイ 
ルス 及び Lp ウイ ルス の 再 感 染 を うけ な いと いう 特異 
な 性 状 を 示し , 今後 持続 感染 の 成立 に 関与 する ウイ ル 
^ Genom の 動態 を 究明 する れ め 好適 の 試料 を 提示 
し た も の と 考え を る. 
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ルス を 放出 し て いた が , 数 代 の 継 代 で Sp ウイ ルス の 
み を 検出 し た . Plaque 純化 し た Lp ウイ ルス 及び Sp 
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ウイ ルス に よっ て それ ぞ れ 持続 感染 系 を 得る こと が 出 
来 , かつ そ の 持続 感染 細胞 か ら は 同系 の ウイ ルス の み 
放出 し た . これ ら の 持続 感染 系 の 成立 に 抗 血清 は 必要 
で な い . また , Sp ウイ ル メ 持続 感染 細胞 内 で は Lp 
ウイ ルス の 増殖 は 抑制 され 遂に は Lp ウイ ルス は 検出 
され な く な っ た . これ は Sp ウイ ルス 持続 感染 細胞 内 
に 産生 され る interferon 様 物質 に Lp ウイ ルス の 感 


受 性 が 高い こと 世 一 部 の 要因 が ある よう に 考え られ た . 


—Jj Sp ウイ ルス 自身 も その interferon 様 物 質 に 
或 る 程度 感受 性 が ある と いう こと は Sp ウイ ルス に よ 
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る 持続 感染 の 成立 に 何等 か の 関連 が ある の で は な いか 
と の 推察 も 可能 で ある . 

Sp ウイ ルス 持続 感染 系 の 継 代 に よっ て 得 た HeLa 
Sp 102 細胞 は ウイ ルス の 放出 は 認め られ な い に も か 
DOF, Sp ウイ ルス 及び Lp ウイ ルス の 再 感 染 を う 
け な い 2 特異 な 細胞 系 で あり , その 培養 維持 液 中 に は 
interferen 様 物 質 が 含ま れる こと を 証明 する こと が 
出来 た . この よう な 細胞 系 は 今後 持続 感染 の 成立 に 関 
与 す る ウイ ルス の Genom の 動き を 追 守 する の に 役 立 
つと 考え る . 
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